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Magnetisches Pigment 



GegenstandderEt^^^ 

zur Reuugung eines biologischen Materials, insbesondere von Nukleinsauren inter Ver 
wendungvonGlaspartikehinGegenwm 

^erfuhxung von b.ologuchen Materialien aus L5sungen mit hoher Konzentration an 
Salzen in Losungen mit niedriger Konzentration an Salzen. 

M t ge 7 fi en . K0n2entrat,0nen V0 ^en und zum anderen befinden sie sich oft in 
Nachbarschaft.eleranderer fester und gel6ster Substanzen, die ihre Isolierung be- 
ziehungsweiseBestimmung, beeintrachtigen. 

In jungerer Zeit hat es daher nicht an Versuchen gefehlt, Verfahren und Materialien zur Iso- 

Acad. USA 76, 615 - 619 (1979) ,st die Bindung von Nukleinsauren aus Agarosegelen in 
Gegenwart von Natriumjodid in gemahlenem Flintglas beschrieben 

In Anal. Biochem. 121, 382-387 (1982) ist die Reinigung von Plasmid DNA aus Bakterien 
an Glasstaub in Gegenwart von Natriurnperchlorat beschrieben. 

In DE-A 37 34 442 ist die Isolierung von einzelstrangiger M13 Phagen-DNA an Glas- 
^ernlterndurchAusf^gderPhagenp^ 

"™ 

s^auren werden nach Waschen nut emem methanolhaltigen Puffer in Tri^DTA-Puffer eh, 
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In Anal. Biochem. 175 196- 201 no»o, • 

DNA aos U*^ ' S ' " "**" ^hren » Retail von 

Nukleinsanre von Vta^T ST" 6SU " Em — * 

Technik -^Z^dT^jT ™ d — *- tad de, 

In Anal. Biochem. 201, 166- 169(19wi™ 

Salz und Etonol bnschrinbnn mJeiZ^TT "* AUSMu " 8 *"* »»*• "on 

Losnngsmittel durch Aota™ cine, mT T " ™ d ™ urs P«">sUchen 

dooh den Nacteil, da6 die An^JlTJT^ VHfth "=» »• ► 

««-».™e i cn^Ma6«r^ m ^ tob ^^^R«*- 

wcnn die* in ao^d,^ Vorte»° ^ NUldetaiaim!n 
*- koval« . Bionn gebundentd V °* ereiU ****' » modifizim weaden, dan 

Au ft ab «derErfindunewar« k„. 
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Gegenstand der Erfindung sind magnetische Partikel mit einer auBeren Glasoberflache die 
im wesenthchen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger als 10 nm auf- 
weist. Em weuerer Gegenstand sind ferromagnetische Partikel mit einer Glasoberflache 
VerfahrenzurlsolierungbiologischerMaterialien, insbesondere von NukleinsSuren, sowie 
Verfahren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel. 

AJs Partikel bezeichnet der Fachmann feste Materialien mit einem geringen Durchmesser 
M^chmal bezeichnet man solche Partikel auch als Pigmente. Im Sinne der vorliegenden * 
Erfindung smd besonders Partikel geeignet, die eine durchschnittliche KomgrSBe von 
wemger als 100 pm haben. Besonders bevorzugt weisen sie eine durchschnittliche Korn- 
grofie von zwischen 10 und 60 pm auf. Bevorzugt ist die KomgroBenverteilung relativ 
homogen, msbesondere liegen nahezu keine Teilchen < 10pm oder > 60 pm vor. 

Als magnetisch werden Materialien bezeichnet, die durch einen Magnet angezogen werden 
konnen, d. h. beispielsweise ferromagnetische oder superparamagnetische Materialien Als 
magnetisch werden auch Materialien verstanden, die als weich magnetische Materialien be- 
zeichnet werden, z. B. Ferrite. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind ferro- 
magnetische MateriaUen, insbesondere wenn sie noch nicht vormagnetisiert wurden Unter 
Vormagnetisierung ist in diesem Zusammenhang das Inkontaktbringen mit einem Magneten 
zu verstehen, wodurch die Remanenz erhoht wird. Besonders bevorzugt sind ferromagne- 
tische Materialien, wie z. B. Magnetit (Fe 3 0 4 ) oder Fe 2 0 3 . 

Unter einer auBeren Oberflache eines Partikels wird die zusanunenhangende Oberflache ver- 
standen, von der in Richtung auf die Umgebung des Partikels Senkrechte gebildet werden 
konnen, die dasselbe Partikel nicht noch einmal schneiden. 

Unter eine Pore wird erne Ausnehmung in der aufleren Oberflache des Partikels verstanden, 

Vri l S0WCit " ^ Partikd BBdmSd -. daB eine in ^ Ausnehmung 

auf der Oberflache gebildete gedachte Senkrechte in Richtung auf die nachstliegende Um- 
gebung des Partikels das Partikel mindestens Imal schneidet. Poren reichen auflerdem tiefer 
als em Radius der Pore in das Partikel hinein. 

Unter einem Glas im Sinne der vorliegenden Erfindung wird ein siliciumhaltiges amorphes 
Material verstanden. Das Glas kann weitere Materialien enthaltenen, z. B. 
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B 2<>J (0-30%), 

^203 (0-20%), 

CaO (0-20%),' 

Ba0 (0-10%), 

K 20 (0-20%), 

N 2° (0-20%),' 

MgO (0-18%), 

Pb 2°3 (0-15%). 



In geringerem UmW von 0 - s •/ 

Since der Erfindong ^ Gliser 8 ™° ■*"«. B=sond„ bevooug, in, 

- * ^ seta Crund* B ,» — . Dierer Pro- 

und Sol-Oel Opdcs, Processin _ ZZ« °f ProCKM 8". Academic Press Inc. 1990 
-I DE-A-4217432 becchrieben. Er W rdc cU^ J- f^" 3719339 . DE-A-41 17041 
Merung von biologtachen MaKrnJT^ I, ^ **■ k6mM - *> <* *r 
«™erksb»d«den Kon^ren, ^ "L^*" - — *»*. von 

*** und „ y dro W erb fc der * ™ 

^tadniunKilikcrglaa,^^ 8 Btd " ™» *em Netriumboro- 

NaOH + B „ 



+ <si(0H)4> 
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OH 
I I 

B-O-Al-Si-OH 
I 

O- Gel 
Na+ 



(Na 2 OB 2 0 3 Al 2 0 3 SiOj) ol! 



Durch d,e Zugabe von Wasser wird der HydrolyseprozeB der Ausgangskomponenten in 
- Gang gesetzt. D.e Reaktion verlauft relativ rasch, da die Alkaliionen katalytisch auf die 
Hydrolysegeschwindigkeit des Kieselsaureesters einwirken. Nach Ablauf der Gelbildung 
kann das entstehende Gel getrocknet und durch einen thermischen ProzeB zu einem Gil 
verdichtet werden. — 

Das Mengenverhaltnis Sol/Pigment hat einen erheblichen EinfluB auf die Ausbeute an erfin- 
du^gsgen^en magnetise 

ten so genng daB eme noch pump. un d sprtihfahige Masse entsteht. Bei zu geringem 

^I^f ^ Cinanteil ' 2 B V ° n -ht-n^gnetischem Material ,u groB und start. 

Als un HnbUck auf d,e P.gmentausbeute zweckmaQige Mengenverhaltnisse wurden 1 0 bis 
25 g Pigment/1 00 ml Sol gefunden. 

Die AufscWammung wird zur Entstehung eines Pulvers bevorzugt durch eine Duse ver- 
spruht und das Aerosol auf einer Fallstrecke getrocknet. Die Duse wird bevorzugt geheizt 
um d, Trocknung der Aufschlammung zu beschleunigen. Abhangig von der Geometrie de'r 
Duse betragt die DQsentemperatur bevorzugt ca. 120 bis 200°C. Ein KompromiB wird ge- 
funden durch ausreichende Verdampmngsgeschwindigkeit, jedoch Vermeiden von Ver 
spntzen. 

Im Mick auf die Ausbeute is, die Vertictansaemperatur mogbchs, hoch zu wabieu Is, 

ZUl *Z * Val t bM " aa ^ Und K Mde " -* Agglom^ di, 

henuKgeseb, we,de„ solte, Die Nachbebaudiung u„,er Lufl ttbr, fci zu bohen Temp^. 

tumm emem Verius, der magueuscheu Eigenscbafteu, weshalb zu hobe Tempemureu 
vermieden werden sollten. 

»en.ger als 5 /., bevorzug, weniger als 2 %, beaondm bevorzug, weuiger als 0. 1 •/., mi, 
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emger 318 10 > besonders bevorcugt 1 nra 

6 ebilde,e Verb^stoff von de, mJ^T^T** «*- der so 

Magnate, si„d ^ mi * 'r" 1 * "* * 

weiehe rich, v„„ dai ^ ' P ™ * °" «*»» Oberticho to 

■Ma-poro* GiasoberfUche ^ r ^™<»°*='. so drf sich d» ta Msem , icha , 
-em, die OberfBcho nur von fa W ^T^ i w "*» *— poms sdn lean* 

d«a Das Material des Ke™ J '££1 ^ ~" * 
^wen ig ^eh. D ,eHe^ 8 d^^ eR ^ u '-^--oWo- 

^^^daB^cs^rr^^^ 1 -- 

»*» and, erteWiche Vorteile bei der I m r ™ emer a******** ube,- 

dabei bavon^g, tagsamer „, Abs=ha,du„ g olme M^j^ 

konnen auf ein&che Weise mfc* ernes MaZ, 6mma 8 ,ri «*« Partilcel 

»*ten biologischen Ma.erialie„ a, trraiKn ^ " ™ «• »* den 

immobi- 
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Die Glasoberflache der erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel kann porenfrei sein 
Oder aber Poren enthalten. Aus den oben genannten Griinden fur die erfindungsgemaBen 
magnetischen Partikel 1st es bevorzugt, daB die auBere Oberflache auch der ferromagne- 
fschen Partikel im wesentlichen porenfrei ist oder Poren eines Durchmessers von weniger 
als 10 nm aufweist. Auch die erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel haben bevor- 
zugt eine KorngroBe zwischen 10 und 60 pm, besonders bevorzugt 20 und 50 pm Be- 
sonders bevorzugt sind Partikel, bei denen eventuell in der Oberflache vorhandene Poren 
emen Durchmesser von weniger als 10, besonders bevorzugt 1 nm haben. Ein Beispiel fur 
emen erfindungsgemaBen ferromagnetischen Partikel ist der oben genannte Verbundstoff 
aus Glimmer- und Magnetitpartikeln, umschlossen von einer Glasschicht. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isolierung eines biologischen 
Materials durch 

- Inkontaktbringen einer Probe, die das biologische Material in einer Fliissigkeit enhalt, 
mit den erfindungsgemaBen magnetischen Partikeln oder den erfindungsgemaBen 
ferromagnetischen Partikeln unter Bedingungen, bei denen das biologische Material an 
diePartikeloberflache bindet, und 

- Abtrennung des biologischen Materials von der Flussigkeit. 

Unter biologischen Materialien werden Materialien auf partikularer oder molekularer Basis 
verstanden. Hierzu gehoren insbesondere Zellen, z. B. Viren und Bakterien aber auch 
humane und tierische isolierte Zellen, wie Leukozyten, sowie immunologisch aktive nieder- 
und hochmoiekulare chemische Verbindungen, wie Haptene, Antigene, Antikorper und 
Nukleinsauren. Besonders bevorzugt sind Nukleinsauren, z. B. DNA oderRNA. 

Proben im Sinne der Erfindung sind beispielsweise klinische Proben, wie Blut, Serum, 
Mundspulflussigkeit, Urin, Zerebralflussigkeit, Sputum, Stuhl, Punktate und Knochenmark- 
proben. D,e Probe kann auch aus dem Bereich der Umweltanalytik, der Lebensmittelanaly- 
t.k oder der molekularbiologischen Forschung, z. B. aus Bakterienkulturen, Phagenlysaten 
und Produkten von Amplifikationsverfahren, z. B. PCR, stammen. 

Erfindungsgemafl haben die magnetischen Partikel einen inneren Kern, auf den die auBere 
Glasoberflache aufgebracht ist. Bei dem Kern kann es sich urn einen Verbundstoff, jedoch 
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auch um einfache Eisenkerne handeln n er tc * m u 

Mit dem geschilderten Verfahren lcann natives oder m ^-« • . » 

•urSegenaberdennatOrlichvorkoinm m H_k- , raMMenal verstanden, dossen Strut- 
ter, ^de. a. ^ £~ J*J-« »*— - ni* ta* w . 

^SoUenbdapUiaWzLiac^^ 

Medium modifcie,, ^ ^ JT?^ * k " m ™» *» *° Wta ^ngebonde 
warden, S o aoilen Jl^ ^ tf^ S ° taN *~»*r, 

Mattnal untftOt dahcr tasbesondere biotinvfaK Nutl! B ^ m,,VB 

goseta wenta. Verfahron zutn Au&„h,,, n . T e °' h " lte,,de b'°>°gische Material fea. 

Manual, 2nd Addition, CoH^Sprintt Harbo^"^ w °' ecu ' ar Cloning, A Laboratoiy 
verwiesen. ^oiogy 1937, J. Viley and Sons, NY, 

halton. Die. hobo, dio bovo^tT^ J M ° ** " ™ - 

»*= bindet. mi, den Partfceta ta £Z I I* ^ 

teta » Kontak. Eebrack . Die Be(lineungai ^ 
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der Art des biologischen Materials ab, sind jedoch prinzipiell bekannt. Sie richten sich auch 
nach der Art der Bindung, uber die das biologische Material an die Oberflache gebunden 
wird. Sollen beispielsweise immunologische Wechselwirkungen fur die Bindung ausgenutzt 
werden, so mussen Bedingungen gewahlt werden, die fur die Bildung von Immunkomplexen 
gecgnet smd. Fur Nukleinsauren ist im Fall der modifizierten Nukleinsauren eine Bindung 
uber die Gruppen der Nukleinsauren mSglich, die die Modifizierung darstellen, z. B Biotin 
uber d,e Bindung an mit Streptavidin beschichtete Oberflachen. Insbesondere bei Nuklein- 
sauren ist jedoch der Fall der direkten Bindung von Nukleinsauren an Glas bevorzugt unter 
»der em deshalb,weil sich eine Modifizierung der Nukleinsauren erObrigt und schon native 
Nukleinsauren gebunden werden konnen. Die Bindung nativer Nukleinsauren an Glaspar- 
tdcel kann analog zu Verfahren des Standes der Technik erfolgen. Bevorzugt erfolgt sie in 
Gegenwart chaotroper Salze, wobei die Konzentration dieser Salze zwischen 2 und 8 mol/1 
betragt, bevorzugt 4 bis 6 mol/l. Bei chaotropen Salzen handelt es sich z. B. um Natrium- 
jodit, Natnumperchlorat, Guanidininiumthiocyanat, Guanidiniutnisothiocyanat oder Guani- 
dimumhydrochlorit, ist jedoch nicht auf diese Verbindungen beschrankt. 

Zum Inkontaktbringen der Probe mit den Partikeln wird die Probe mit den Partikeln ver- 
mischt und fur eine fur die Bindung ausreichende Zeit inkubiert. Die Lange der Inkubation 
•st dem Fachmann in der Regel aus der Behandlung mit nicht-magnetischen Partikeln be- 
kannt, ^OptimiemngistdurchDurchfthrungemerBestinunungderMenge 
siertem bologischem Material an der Oberflache zu verschiedenen Zeitpunkten m 6g Uch 
Fur Nukleinsauren konnen Inkubationszeiten zwischen 10 Sekunden und 30 Minuten 
zweckmaflig sein. 

Je nach Gr66e und Art der magnetischen Partikel findet schon wahrend der Inkubationszeit 
erne Separauon der Partikel von der Fliissigkeit statt oder erhalt sich die Suspension Ober 
langere Zeit. Wenn die Partikel eine sehr kleine KomgroBe aufweisen und superpara- 
magneusch sind, erhalt sich die Suspension uber einen langeren Zeitraum. Handelt es sich 
um Partikel mit einer grofleren Korngrofle, so findet bereits wahrend der Inkubation eine 
langsame Separation der Partikel von der Flussigkeit statt. Insbesondere wenn es sich um 
ferromagnetische Partikel handelt, bilden sich solche Aggregate. Fur den bevorzugten Fall 
daB die ferromagnetischen Partikel nicht vormagnetisiert sind, ist eine besonders schonende 
Reparation gewahrleistet. 

Die Immobilisierung findet bevorzugt nicht durch Ausfallung durch Erniedrigung der Los- 
Iichkeit der zu immobilisierten Materialien statt. Stattdessen beruht die Immobilisierung auf 
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Materials mit Hilfe eines MaenetfrlHAc • i_ 

<ue magnetischen Partikel gebundenen 
an die Wand de S GefaBes in welcnemdi^K ******* k6nnen * Magnetpartikel 

tischen Partikel gebunden wurden ^ e ' dle mcht 3,1 die ™»gne- 

„ der Absaugen der P» GM,EMe V -*« «" 

*. rich, „* dem JTm^TT" ' B - *"* Schattta «- 
Bindung te biologUcta, Materials. ^ 8enannte " Sl4rt » 

^Ma« Stt ,r^^rd:rr te r" 8dKbi *- 

S*che» Material urn Mtive Hukta™ ™T h ^ * " "* bei dOT bi °'°- 
t- »fa** von den -^SSSST."*? *" E1U,i0nSP '* S "* 
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ElutionspufFer Tris. In einer anderen besonderen Ausfuhningsform handelt es sich bei dem 
ElutionspuflFer urn entmineralisiertes Wasser. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform kann das beschriebene Reinigungs- und Isolierungsver- 
fahren im AnschluB an eine inununomagnetische Separation von Zellen (z. B. virale Partikel 
Oder prokanontische bzw. eukariontische Zellen) aus einer Korperflussigkeit oder einem 
Gewebe erfblgen. Hierzu wird die Probe mit magnetischen Partikeln, an welche ein Anti- 
korper gegen ein Antigen auf der Zelie immobilisiert ist, z. B. unter Schiitteln inkubiert 
Solche Partikel konnen erfindungsgemafle Partikel sein, aber auch kaufliche (z B MACS 
Microbeads der Firma MUtenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, BRD). Nach Anlegen 
eines Magnetfeldes erfblgen ein oder mehrere Waschschritte mit einer salzhaltigen 
Waschlosung. Man erhalt Partikel, an welche die gewunschten Zellen gebunden sind 
SchheBlich werden die gebundenen Zellen in einem salzhaltigen Puffer resuspendiert In 
emer bevorzugten Ausfiihrungsform ist dieser salzhaltige Puffer eine chaotrope SalzlOsung 
so dafl die in der Zelle vorhandenen Nukleinsauren aus den Zellen freigesetzt werden. 

Durch Kombination der oben beschriebenen Isolierung von Zellen mit der ebenfalls be- 
schnebenen Isolierung von Nukleinsauen, bevorzugt in ihrer nativen Form, an den erfin- 
dungsgemaBen magnetischen Partikeln, ergibt sich ein besonders vorteilhaftes Verfahren zur 
Isolierung von Nukleinsauren aus zellhaltigen Proben. Vorteil dieser Ausfiihrungsform ist 
die moghche Einfachheit (Single-Tube-Methode), hohe Sensitivitat (besonders wichtig in 
der medizinischen Microbiologic und Onkoiogie) und die leichte Automatisierbarkeit. 

Die als Folge der erfindungsgemaBen Verfahren isolierten biologischen Materialien konnen 
nun ,n behehger Weise weiter verwendet werden. Beispielsweise konnen sie als Substrat fiir 
verschiedene enzymatische Reaktionen verwendet werden. Im Falle der Nukleinsauren seien 
als Beispiel die Sequenzierung, die radioaktive oder nicht-radioaktive Markierung die 
Ampliation einer oder mehrerer in ihr enthaltender Sequenzen, die Transkription, die 
Hybndisierung mit markierten Sondennukleinsauren, die Translation oder die Ligation ge- 
nannt. Ein VorteU des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, daB die Abtrennung des biolo- 
gischen Materials von der Flussigkeit sehr einfach ist. Im Stand der Technik wurde zur 
Sepanerung von Glaspartikeln von Verunreinigungen entweder ein Zentrifugationsschritt 
angewandt, oder im Falle der Bindung des biologischen Materials an Glasfiberfilter die 
Hiiss.gkeit durch diese Flussigkeit gesaugt. Hierbei handelt es sich urn einen Umitierenden 
Schntt, der die Verarbeitung von grofien Probenzahlen behindert. 
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Nukleimauren wurde rich, beobachte. Die erf o FrakUonie ™8 l*>ger 

•UnpiW. ■*—■*■•«« htU sind bevoraug, 

M£ 1 ^Iso^svonN^^^ AerzeUMti8enprobe 
I" Rgur 4 is. eta Gel der Ergebnisse aus Beispiel 4 geaeigt 

Proben.2 B Sn»\,u i u ~ Verflussigung von zahfliissigen 

sich rach der Spezifitat der au la S er,d«„ a P Anukdrpers kann 

Far den Fa«, dag es «^ " er ' ta \ d " ! fckt - * «^ Sebunden. 

^^^^^^^^^^ 
Filtration geschehen Im Huss, 8 ke,t s epanert. Dies kann beispielsweise durch 
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do, AnschlieBend findet die Zerst6rung der Zellen statt, die sogenannte Lyse. Eine Mog- 
chkert tst durch die Behandlung der Zellen mit chaotropen Salzen gegeben. Andere M6g- 
lichkeiten sind die Einwirkung von Proteinasen und Detergenzien. 

Zu der Lysemischung werden in der bevorzugten Ausfuhxungsform die erfindungsgemaBen 
Partdcel zugegeben. Nach einer geeigneten Einwirkungszeit, die uber die Beladung der 
Oberflache , nut Nukleinsauren optimiert werden kann, werden die Partikel von der sie urn- 
gebenden Fluss,gkeit, die weitere und nicht nachzuweisende ZellbestandteUe enthalt R e- 
trennt. Dies geschieht wiederum bevorzugt durch Anlegen eines magnetischen Feldes 
nuttels eines Magneten an der Gefaflwand. 

Urn eventuell noch anhaftende Verunreinigungen zu entfernen, wird bevorzugt mit einer 
Flusstgkett gewaschen, die so ausgewahlt wird, dafl die zu bestimmenden Nukleinsauren 
s,ch mcht von der Glasoberflache ablosen. Zur Entfemung der Nukleinsauren von der Glas- 
oberflache w,rd em sogenannter Elutionspuffer zugegeben, der Reagenzbedingungen auf- 
we,st, unter denen sich die Nukleinsauren von der Glasoberflache losen. Dies sind insbe- 
sondere Niedngsalzbedingungen. Je nach beabsichtigter Weiterbehandlung der Nuklein- 
sauren kann d,e Flussigkeit nun von den Partikeln getrennt und weiterbearbeitet werdea Es 
ist bevorzugt, diese Abtrennung bei anUegendem Magnetfeld vorzunehmen, so dafl die Par- 
tikel sepanert vorliegen. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung naher. 
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BeispicI 1 



Es wurden 6 verschiedene Sole verwendet Die Hereto. , o 

Schemata durchgefiihrt: Herstellung der Sole wurde nach folgenden 

Sol 1 (Si0 2 :B 2 0 3 = 7:3): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml fc„„,u™iu 

^.nlTetraethylorthosiu" W-l, **'--«*iIfcita i| *t 
+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 14,1 ml 0,15 MHC1 

Sol2(Si0 2 :B 2 03 = 4 i)- 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3ml0,15MHCl 

bom. 0 ' gl,r0pfenwasedleZu ^voo + 25,6mlTrimethyl- 

Sol3(Si0 2 :B 2 0 3 = 85:15): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml R„n^iu 

107,8 mlTetraethylorthosuir UntCr ^^ 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 17,5 ml 0,15 MHC1 
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Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange gertihrt wird 
bis es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von + 19,4 ml Trimethyl- ' 
borat. 

AnschUeBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 17,5 ml 0,15 MHCI 

Sol 4 (Si0 2 :B 2 0 3 = 4: 1; 2 MoI% P 2 0 5 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Rflhren durchgefiihrt. 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0,15 MHCI 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange gertihrt wird 
bis es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25, 6 ml Trimethylborat 

AnschUeBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 16,3 ml 0,15 MHCI 
+ l,63gP 2 0 5 

Sol 5 (Si0 2 :B 2 0 3 = 4: 1 Mol% A1 2 0 3 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Riihrem durchgefiihrt 

100,5 ml Tetraethylorthosilicat 

+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 

+ 16,3 ml 0, 15 MHCI 

Es entsteht ein zweiphasiges Gemisch, welches bei Raumtemperatur solange geriihrt wird 
bis es einphasig wird. Danach erfolgt tropfenweise die Zugabe von 
+ 25,6 ml Trimethylborat. 

AnschlieBend wird das Sol 2 Stunden bei 50 °C gehalten. Danach erfolgt die Zugabe von 
+ 16,3 ml 0,15 MHCI 
+ 3,06gAlCl 3 

Sol 6 (Si0 2 :B 2 0 3 = 4:1 Mol% Zr0 2 ): 

Die Synthese wurde in einem 250 ml Rundkolben unter standigem Riihren durchgefiihrt 
100,5 ml Tetraethylorthosilicat 



WO 96/41811 



PCT/EP96/D2459 



16- 



+ 7 ml wasserfreies unvergalltes Ethanol 
+ 16,3 ml 0,15 MHC1 



+ 25,6mlTrimethylboia s-oevon 
+ 5,15 M Zirkon(IV> proyta ,, 70 Gew % Lsg b 

So. 2 M M -c W den flbrigeil bJ^£™ £ ta * n* 
™ni= to Ota .b**W« ^ das Pulver J SZL „ ^ Sl "<=n*°«B 
— Agglomerate ^ * dnem " ^ ~ *—* »— - 

Beispid 2 

:stelli 



GMP1, GMP2, GMP3 und GMP4 sind Pio™nt 0 

Chargen, dieausSol 1 aus BeZel Tin! p " nteR5chiedlichen Herstellungs- 
dingungenerhalten wurl 1 ^ folgenden Be- 
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Parameter 


GMP1 


GMP2 


GMP3 


GMP4 


Alteruns des Sols flfl (30°n 


36 


36 


36 


36 


Pigmentanteil des Sols fE/100 m n 


5 


15 


8 


20 


Luftstrom der Duse (%) 


100 


100 


100 


100 


Luftdruck (bar) 


6 


6 


6 


3 


Dusentemperatur (°C) 


135 


120 


130 


143 


Verdichtungstemoeratur C°C) 


534 


534 


534 


1615 


02-Nachbehandluns fl Stunde) 


(300°C) 


(300°C) 


300°C) 


(400°C) 


Ausbeute an Pigment 


niedri^ 


hoch 


mittel 


hoch 


DNA-Ausbeute 


niedrig 


hoch 


hoch 


hoch 



Beispiel 3 

PCB^robeDYOigereifang aus hum^n v»»m.„ m mTnrt ischftn g\,* r ^ n 
Isolierung derNukleinsaure 



Von drei Glasmagnetpartikel-Chargen (GMP2 - 4) wurden je ca. 10 mg in Eppendorf 
Reakt,onsgefaBen vorgelegtl Die genauen Einwaagen sind in Tabelle 1 angegeben, es 
wurden Dreifach-Bestimmungen durchgefiihrt. 

Zu je 200 ul aufgetautem Vollblut wurden 40 pi Proteinase K (20 mg/ml, hergestellt aus 
Lyophmsat) pipetiert und sofort gemischt. AnschlieBend wurden 200 pi Bindepuffer (6 M 
Guanidin-HCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mMHarnstoff, 30 »/ 0 Triton X-100, pH44 )z ugege- 
ben, gemischt und fur 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Nach Zugabe von 200 pi i-Propanol 
wurde fur 10 Sekunden auf dem Vortex-Mischer gemischt, die Probe fur 20 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und abermals fur 10 Sekunden wie vor gemischt. Die Magnet- 
separauon erfolgte fur wenigstens 30 Sekunden im Magnetpartikelseparator von Boehringer 
Mannheim (Id,Nr. 1 641 794). Der Oberstand wurde abgenommen und wie weiter unten 
beschrieben analysiert. 



WO 96/41811 



PCT/EP96/02459 



18. 



Die Magnetpartikel wurden mit jeweils son „. ur , „ 

Raumtexnperaturund 10 Sekunden L* ^ 1 ^ Nation bei 

Wasc h e„, Nu ^ rdendieNu ^~ 

EIutionspufFerdOrnMT^Ha p H8 5)d ™* W&lh2 °° M ' * 70 ° C vorgewannten 



Aufarbeitungdest)berstandes 



DerOberstandnachder 1 r;„a 

(Boeder Ma^eta, H , N , 17440 T*' ^ * «* » * 

»»d dann mh 2 x 200 , J* Das F *~W» ™rd trocken 

«**. «*n. geWanBe " ' * *S* dun* z^. 



AmlysederEluateunddeaProb^, 



andes 



SOnlderEluatebzw.derQberFUterTuh^ , u 

Proben-Puffer versetzt and davo 4 " °* 



° (K ° ntron ) spektroskopisch vennessen. 
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Zwei 5 nl Aliquots der Eluate wurden als Doppeibestimmung durch Expand™ Long 
Template PCR (Boehringer Mannheim, Id,Nr. 1681834) mit spezifischen Primern fir das 
menschliche tPA-Gen (erwartete Produktlange 15 kb) iiberpriift. 



Mi* 1 pro Ansatz 

dNTPJelOOmM T^T 

Primer 1, 200 ng/ul 1 pi 

Primer 2, 225 ng/pl 1 pi 

H 2 0, bideiL 17 



^ 11 pro Ansatz 

Expand™ Puffer, lOx 5 pi 

Expand™ Polymerase 0,75 pi 

H 2 0, bide*. 19,25 pi 



20 pi 



25 pi 



Mix I wird in ein dunnwandiges PCR-Tube vorgelegt mit 5 pi Eluat versetzt und Mix U zu- 
gegeben. Der Ansatz wird kurz gemischt und mit 30 pi Minearalol uberschichtet. Die An- 
satze werden in einem Perkin-Elmer Thermocycler 9600 mit folgenden Programm amplifi- 



aert: 



2 Minuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12 Minuten 

10 Sekunden 
30 Sekunden 
12 Minuten + 
20 Sekunden pro Zyklus 

7 Minuten 
anschlieOend 



92°C 

92°C 
65°C 
68°C 

92°C 
65°C 
68°C 



68°C 
7°C 



lOZyklen 



20Zyklen 



Die 50 pi PCR Ansatze wurden mit 10 pi Proben-Puffer versetzt und davon 45 pi in einem 
0,8 %igen Agarosegel elektrophoretisch bei 120 V fur 90 Minuten aufgetrennt. 
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Ergebimsp 



Obmtand 




260/28 £ 

£ Ehiate 

0,9 23,9 ug 

0,8 18,8 ug 



0,098 3,4 ug 
0,043 1,7 ug 
0,093 2,9 



0,098 3,3 ug 
0,063 2,2 ug 
0,095 3,1 ^ 



0,9 34,8 jig 

1,0 S4,0ug 

_0,8 36.9 

0,8 22,8 ug 

0,9 223 ug 

J>,8 24.3 p ^ 



GelgKchtaO.Bua.Szeinnurnoch Nuklemsaurekoiizentratioti vorzuiinden (vom 

gennge Nukleinsaurekonzentration zu beobachten. 
Die Expand™ PCR liefert mit alien Proben. hie r 

fische An.p.ifto.e , iefenen . ""'"^ » euler ^schlieBenden PCR S p«i- 
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15 kb Expand™ PCR humanes tPA Gen 







1. Eluat 


2. Eluat 


GMP/2 


1 


fehlt 


+ + 




2 


+ 


+ 


+ + 




3 


+ 


+ 


fehlt 


GMP/3 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


(+) 


+ 


+ + 




3 




(+) 


+ + 


GMP/4 


1 


+ 


+ 


+ + 




2 


+ 


+ 


+ (+)* 




3 


+ 


+ 


fehlt 


K, BM Kontroll DNA 



Tabelle 2. Ergebnisse Expand™ PCR 



3.Eiiui 



In FIG. 3 ist ein Gel mit denReaktionsprodukten nach PCR-Amplifikation gezeigt. 
MWM m ist ein Molekulargewichtsmarker (Eluat 1, oben; Eluat 2, unten). 

BeispieU 

Bindung von DNA-Lanpenstandard an m a enetische Gla^p artilrpl 

1. Vorbereitung der magnetischen Glaspartikel 

Von der Glasmagnetcharge GMP4 wurden 12 mg in Eppendorf-ReaktionsgefaBe vorgelegt. 

2. Lyse und Bindung 

In einem 1,5 ml Eppendorf-GefaB mit 12 mg magnetischen Glaspartikeln werden 900 pi 
Lysis-Puffer (4.6 M GuSCN, 45 mM Tris, 20 mM EDTA, pH 7,3) und 100 pi DNA-Probe, 
in der modellhaft DNA-Langenstandard UI von Boehringer Mannheim (Katalog-Nr. 
528552) eingesetzt wurde, 2 bis 10 sec. gemischt, bis eine homogene Suspension entsteht. 
Die Losung wird 20 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei alle 5 min gemischt wird. 

Die Magnetseparation erfogt fur mindestens 15 sec in einem Magnetpartikelseparator. Der 
Uberstand wird abpipettiert. 
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w aschen und Trocknen 



NachEntfernungdesAcetonswerden die Partial in • 

nem Deckel getrocknet. ^ 56 ° C im Heizb, °<* bei offe- 

4. Elution der DNA 

5. Analyse der Eluate 

Ein Funftel des Eluafvolumens wurde mit Probe™,** 

Proben zu erwartenden DNA-Mengen enthalt. § ^ * * b den 

Die quantitative Auswertung erfolete durrh 

tterbeiwurdedieVe^^^^ 

nnungsreihe des Standards als Kalibrator verwendet. 
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Die Ausbeute an DNA mit magnetischen Glaspartikeln ist in Tabelle 1 dargestellt 



Standar 
Nr. 


DNA-Menge 
imSUn 


HelUgkcitsintens. 
Standard (MeBwert) 
frel.Einheitenl 


Probe 
Nr 


Pigment/ 
Bead-Typ 


Helligkeitsimens. errechnete DNA- errechnete DNA- 
Probc (MeDwert) Menee inf Mmn» m 
rreLEinheitenl Gelfn R ] Probe fn R ] 


Recovery 
[%) 


1 


200 


65 


1 


GMP4 


45 139 695 


69,5 


2 


175 


56 






39 120 600 


60,0 


3 


150 


51 








4 


125 


44 










5 


100 


37 










6 


75 


25 










7 


50 


17 










8 


25 


9 










9 


10 


4 











Tabellel. Ausbeute an DNA-Langenstandard m mit magnetischen Glaspartikeln 



Das Agarosegel, das als Grundlage fur die quantitative Auswertung diente, ist in FIG. 4 
dargestellt. Es handelt sich um ein l%iges Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel. Spur 1 bis 
10 entspricht einer Verdunnungsreihe von DNA-Langenstandard m. 1: 1 ug DNA 2: 
200 ng DNA 3: 175 ng DNA 4: 150 ng DNA 5: 125 ng DNA 6: 100 ng DNA 7: 75 ng 
DNA 8: 50 ng NDA 9: 25 ng DNA 10: 10 ng DNA 

Spur 1 1 und 12 entspricht der von den magnetischen Glaspartikeln eluierten DNA bei Ein- 
satz von 200 ng DNA-Langenstandard. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

0) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 116 
(QORT: Mannheim 

(E) LAND; DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 



(«) BE2EICHNUNG DER ERFINDUNG: Magnetisches Pigment 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN 2 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTROGER: Floppy disk ' 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

^BETiaEBsSYSTEM:PC-DOS/MS-DOS 

S0F1WARE: ^ Please #1.0, Version #1,0 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 



(0 SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE:34Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(a) ™ M0 ^S:Son S tigeNuc,ein S aure 

C'ii) HYPOTHETTSCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
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ACTGTGCTTC TTGACCCATG GCAGAAGCGC CTTC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBES CHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CCTTGACTGT CTGCCTAACT CCTTCGTGTG TTCC 
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Patentanspruche 



4 - Partikel 8emaBAnspruchloder2 ^ i. . 

^oren emen Durchmesser von weniger als 1 nm haben. 

5 - Partikel gem&fl Anspruch 1 oder 7 a<>a u , 

<* Verbundstoff von emer Glasschich. um!c hl osse „ ia 
«• V ^-W OT n 8eilKsbio , ogi!dlenMaterialsdiirch 

- Ab, renMJng dK WologischenMaterials ^ derFlflssjgfce . t 

• Wtontafclbiingen etaer Probe welche rii.Ni.i- 

<ta. konnm und * Fomi M * e Otasoberdache bta- 
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9. Verfahren gemaB einem der AnsprQche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Ab- 
trennung mit Hilfe eines Magneten geschieht. 

10. Verfahren gemaB einem der AnsprQche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
magnetischen Partikel beim Inkontaktbringen mit der Probe nicht vormagnetisiert 
sind. 

1 1. Verfahren zur Herstellung magnetischer Glaspartikel durch 

- Bereitstellung eines magnetischen Kernes und 

- UmschlieBen des magnetischen Kernes mit einer im wesentlichen porenfreien 
Glasoberflache. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, dafl das UmschlieBen die 
Abscheidung eines Sols auf der Oberflache und das anschlieBende Verdichten des Sols 
beinhaltet. 



13. Verwendung ferromagnetischer Glaspartikel zur Isolierung von Nukleinsauren in 
nativer Form. 
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Specimen 



FIG \ 



Zugabe von 
Bead-AK-Komplex 



immunomagn. 
Separation 



Waschen 



Lysis der Zellen 

mit chaotropen Saizen 



Zugabe von 
magn. Glaspartikeln 



Magnet. Separation von 
NA-G!aspartikel-Kompfex 



Waschen 

Zugabe von Butionspuffer 



EFution von NAs 



I 

I 

I 



c 

c 



i 

i 

fit 



Specimen-Spezif. 
Vorbehandiung 



^ = Nucieinsaure 

« AnaJyt (Partikel, ZeUe) 
• = Bead 



= Antikorper 
• = Zeltoruchstucke ! 
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XDNA V38/2 



V38/3 



V38/4 




FIG 2 



MWM III V38/2 



V38/3 | V38/4 
12 3 12 3 




15 kb 



15 kb 



1 2 1 2 3 1 2 K 
V38/2 | V38/3 I V38/4 



FIG 3 
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FIG 4 



_] 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1 
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